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Предложен обобщённый метод расчёта кинетики фёрстеровского переноса энергии элек-

тронного возбуждения между флуоресцентными метками нежёстко связанными с биомолекулами. 

Рассчитаны временные зависимости переноса от ориентации диполей донора и акцептора на 

поверхности биомолекул и скоростей внутренней вращательной диффузии. Исследован перенос 

энергии между флуоресцентными молекулярными роторами SYBRGreen интеркалированными в 

двуцепочечные фрагменты ДНК от концентрации и вязкости растворов.  
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Введение  

Фёрстеровский резонансный перенос энергии (FRET) важный метод в биофи-

зике для определения меж- и внутримолекулярных расстояний в диапазоне  

1–10 нм и относительной ориентации структурных элементов биомолекул. FRET 

является широко используемым методом анализа структуры биополимеров (ДНК, 

аминокислот, углеводов, дендримеров) [1]. Скорость FRET в общем виде можно 

определить произведением 
2

12 12w c=  , 
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скалярного параметра 12c , зависящего от расстояния между центрами диполей и 

спектрально-оптических характеристик конкретного эксперимента, и ориентаци-

онного фактора: 
2 2(( ) 3( )( )) =  −  d a d r a r ,                                         (1) 

где , ,d a r  - единичные векторы, соответственно, вдоль дипольных моментов пере-

ходов донора, акцептора и направления от центра донора к акцептору. Ориентаци-

онный фактор является важнейшей характеристикой, в сильной степени зависящей 

от динамики быстрых внутренних поворотов доноров и акцепторов в молекуляр-

ных комплексах. Этот параметр меняется в пределах от 0 до 4 и вносит наиболь-

шую неопределённость при определении структур биомолекул методами флуорес-

центной спектроскопии с использованием FRET. Скорость переноса энергии из-за 

внутренних поворотов донора и акцептора установлена для флуоресцентных меток 

связанных с молекулами ДНК с хорошо известной структурой и местом привязки, 

а также для закрепленных на биомолекулах через длинный линкер [1]. Для описа-

ния вклада внутренней вращательной подвижности донора и акцептора в скорость 

переноса в данной работе предложен метод представления ориентационного фак-

тора через тензорные ориентационные корреляционные функции [2, 3]. 

1. Временные зависимости FRET   

В разработанном подходе, как показано путём представления выражения для 

ориентационного фактора в виде неприводимых тензоров и последующих преобра-

зований получено выражение [2, 3]  
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где 
1 22 2

jm

m mС – коэффициенты Клебша-Гордана, 
0 ( ( ))j

k iD t – функции Вигнера, опре-

деляющие компоненты неприводимых тензоров углами 
1,2 ,( ) ( ), ( )i d a rt t t= −   для 

, ,d a r . Используя (1), можно получить. обобщённое выражение для описания вре-

менной кинетики ориентационного фактора через ориентационные корреляцион-

ные функций, для которых разработаны и используются диффузионные модели 

молекулярного вращения, в том числе и для внутренних вращений. Наиболее по-

пулярна модель внутренней  азимутальной диффузии, в которой векторы ,d a  со-

вершают диффузию с коэффициентами 1 2,D D  по азимутальным углам 1 2( ), ( )t t   

в конусах с углами раствора 1 2,   Ориентация конусов диффузии донора и акцеп-

тора относительно вектора r  определяются углами  1 1,   и 2 2,  (рис. 1).  
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Рис. 1. Углы ориентации векторов , ,d a r  в молекулярной системе координат x, y, z  

в модели свободной вращательной азимутальной диффузии 

Если выбрать ось z молекулярной системы параллельно вектору r , после 

усреднения по углам можно получить выражение для расчёта временной кинетики   

ориентационного фактора  
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На практике при внедрении флуоресцентных меток в сложные биомолекуляр-

ные объекты условия внутренней диффузии для донора и акцептора обычно пола-

гают совпадающими 1 2 =  =  , 1 2 =  =  .  На рис. 2 приведены рассчитанные вре-

менные зависимости ориентационного фактора в редуцированных единицах

1 2( 1)D D= = ) для ориентации осей диффузионных конусов  =90, 80, 70 при уве-

личении угла раствора диффузионных конусов донора и акцептора   от 0 до 50 

(кривые 1–6 на рисунках слева – а, в, д) и   от 54,7 до 90 (кривые 1–5 на рисунках 

справа – б, г, е). 
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а            б 

Рис. 2. Кинетика ориентационного фактора 
2( )t  в редуцированных единицах времени и 

1 2 1D D= =  при 90 =   и 0 (кривая1),10 (кривая 2), 20 (кривая 3), =   

30 (кривая 4), 40 ( 5), 50 (кривая 6)м    

Как видно из рисунков, кинетика ориентационного фактора существенным об-

разом зависит от углов ориентации диполей и скоростей диффузии. Наблюдаются 

переходы между режимами падения и возрастания, а эффективность переноса, мо-

жет как уменьшаться, так и увеличиваться в ходе поворотов донора и акцептора.  

При некоторых значениях углов в начальный момент времени перенос энергии от-

сутствует 2(0) 0,  но затем возникает. Это можно объяснить переходом от небла-

гоприятного расположения ориентаций донора и акцептора к более выгодному.  

2. FRET в донорно-акцепторных парах флуоресцентных меток в ДНК   

Для ДНК с внедрёнными флуоресцентными метками естественно выбрать мо-

лекулярную систему координат с осью z вдоль длинной оси ДНК параллельно век-

тору r . Как известно, на эффективность переноса энергии между флуоресцентными 

метками связанными с молекулами ДНК существенно влияет подвижность ориен-

тация диполей донора и акцептора в местах их привязки [1]. Векторы диполей у 

флуоресцентных меток в ДНК обычно совершают внутреннюю диффузии при-

мерно перпендикулярно оси z, т. е. / 2i   . При переходе от донора к акцептору 

вдоль спирали ДНК ось диффузионного   конуса акцептора повёрнута на угол  . 

Как видно из рис. 3 а, б, в, г, характер зависимостей самым существенно меняется 

при повороте значений 30 ,60 ,90 ,180 = . Для объяснения резкого падения ани-

зотропии флуоресценции из-за фёрстеровского внутримолекулярного переноса 

энергии для коротких фрагментов ДНК предложена модель учитывающая, как 

внутренние повороты, так и вращательную диффузию молекулярного комплекса в 

целом [2]. Разработанный метод, использован для определения скоростей фёрсте-

ровского переноса энергии и коэффициентов вращательной диффузии флуорес-

центных молекулярных роторов SYBR Green интеркалированных и двуцепочеч-

ных ДНК- dsDNA с 10, 20 и 100 парами оснований от их относительной концен-

трации в растворах, а также от вязкости среды в ДНК.  
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Рис.3. Кинетика ориентационного фактора 
2( )t  для углов 90 =  : 

а –  = 30; б –  = 60; в –  = 90; г –  = 180. 

0 (кривая1),10 (кривая 2), 20 (кривая 3), 30 (кривая 4), 40 (кривая 5), 50 (кривая 6)i =       

Заключение  

Поскольку точность определения величины ориентационного фактора в значи-

тельной степени задаёт и точность определения из эксперимента фёрстеровского ра-

диуса переноса энергии для контроля структуры биомолекул, разработанный метод 

актуален для повышения информативности флуоресцентных методик на основе 

FRET. Измерение кинетических зависимостей может быть важным источником ин-

формации о происходящих процессах в местах локации флуоресцентных меток. 
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